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点があるが、基本的な骨格は類似しており、基本的には 2 本ずつの 2 種類のポリペプチ
ド鎖（短鎖：Ｌ鎖、長鎖：Ｈ鎖）から構成されている。合計 4 本のポリペプチド鎖は、
各鎖内のシステイン残基により結合することで大分子を形成している。 




























































































































































































































に、以下に示す 2 つの方針に基づく測定原理を検討した。 
 

































































































































































感度 ○ ○ ◎ ◎ ○ ○
簡便性 ○ △ △ △ ○ ◎
費用 △ △ △ △ ○ ○
汎用例 蛍光ｲﾑﾉｱｯｾｲ
FACS














































・ 日本化薬：フィルム型ネガ型フォトレジスト（SU-8 film）、現像液 SU-8 Developer 
・ 東レダウコーニング：ポリジメチルシロキサン（2 液混合 PDMS キット、SILPOT 
184） 
・ 信越化学工業：3.3.4.4.5.5.6.6.6-nonafluorohexyl trichlorosilane 
・ 同人化学工業：1-(4-isothiocyananobenzyl) ethylenediamine-N.N.N’.N’-tetraacetic 
acid (ITCB-EDTA) 
・ 和光純薬工業：塩化金酸 X 水和物（HAuCl4）、塩化カドミウム（CdCl2） 
・ ASONE：MICROWELL PLATE（ELISA 用） 
・ KPL（代理店：フナコシ）：ELISA 用 2 次抗体 Affinity Purified Antibody Peroxidase 
Laveled Goat anti-Mouse IgG(H+L)、ぺルオキシダーゼ発色試薬 ABTS Microwell 
Peroxidase Substrate (2-Component System) 























配置した。はじめに流路の詳細な寸法は、流路幅：1000 μm、流路深さ：225 μm とし、


















































作製した鋳型を用いてした。図 2.2 に作製工程の概要を示した。 
 
（1）SU-8 鋳型の作製 
清浄なシリコン基板にネガ型フォトレジスト SU-8 3050 をスピンコート（1500 rpm、
30 秒）し、プレベークした（65°C-1 分、95°C-10 分、65°C-3 分）。続いて、マスクア
ライナー上でレジスト面にクロムマスクを重ね、流路鋳型を形成する部位に露光を行っ
た（波長 365 nm、450 カウント）。露光後の基板はポストベークの後、現像液（SU-8 
developer）により非露光部位を除去し、2 プロパノールで十分に洗浄した。続いて、
第 2 層も同様にして作製した。鋳型をパターニングしたシリコン基板は、ホットプレー




ソグラフィ法 32を用いて作製した。SU-8 製の鋳型に対して高さ 5 mm のアクリル製型
枠を配置し、PDMS プレポリマー（東レダウコ―ニング）を流し入れた後に、熱硬化
（80℃、2 時間）させた。硬化後の PDMS スラブは室温で放冷し、デザインナイフを
用いて鋳型から剥がした。続いて、2 カ所のインレットと 1 カ所のアウトレットにステ
ンレス管（19G）で貫通孔を開けた．PDMS スラブを中性洗剤で洗浄しエタノールで
リンスすることでホコリと油脂を除去し、スライドガラス（26 mm × 76 mm × 1 mm）
と共に、酸素プラズマ処理（プラズマアッシャー、ヤナコ）（100 W、15 秒）し、続
いて両者を密着することで PDMS スラブをガラス上に固定した。 
完成したマイクロ流体デバイスは、インレットおよびアウトレットにステンレス管

























































































































































PMMA 粒子上に固相化 30した。以下に簡単に方法を述べた。 
0.4 g の単分散 PMMA 粒子（粒子径 100 μm、ガンツ化成㈱）を 1 mL の BSA 溶液
（1%（wt/v）、リン酸緩衝液）に懸濁し、室温で 2 時間転倒攪拌した。続いて上澄み
を除き、ホウ酸緩衝液（pH 9.8、NaOH）で 4 回洗い、0.8 ml のホウ酸緩衝液で粒子
を再懸濁した。PMMA 上の BSA のアミノ酸残基にキレート分子を導入するために、イ
ソチオソシアネート基を末端に持つキレート分子を用いた。上記の方法で調製した
BSA 被覆 PMMA 粒子（0.8 ml ホウ酸緩衝液）に対して、1 mg/mL イソチオシアノベ
ンジル EDTA（ITCB-EDTA、同仁化学研究所）もしくはイソチオシアノベンジル DTPA
（ITCB-DTPA、Macrocyclics. Inc.）を含むホウ酸緩衝液 165 µL を添加し、室温で 2
時間転倒攪拌した。反応後には上澄みを除き、MES 緩衝液（pH 6.5、NaOH）で 5 回
洗浄し、1.0 mL の MES 緩衝液で粒子を再懸濁して 4℃で保存した。 
冷蔵保存されたキレート分子被覆粒子に対して、終濃度 2 mM となるよう調製した
カドミウム塩酸塩水溶液を添加し、室温で 30 分以上転倒撹拌し、粒子上の EDTA とカ
ドミウムの錯形成を図った。余分な金属イオンを除去するために、粒子懸濁液を MES

































り調製した。体積 500 mL の平底フラスコを用い、250 mL の 1%塩化金酸溶液（HAuCl4






（2）抗カドミウム EDTA 抗体の標識 
金コロイド表面に結合させる抗カドミウム EDTA 抗体は、プロテイン A カラムとイ
オン交換樹脂により精製された NX2C3 モノクローナル抗体を用いた。先に調製してお
いた金コロイド溶液を炭酸カリウム溶液を用いて pH 9.15 に調製した。次に、200 mL
の金コロイド溶液に対して、0.2 mL の抗体溶液（1.5 mg/mL）を添加し、緩やかに転
倒混和した後に室温で 2 分間反応させた。その後、反応溶液には 20 mL 牛血清アルブ
ミン溶液 10%（w/v-水）を添加し、緩やかに混和した後に 9000 rpm で 25 分間遠心分
離にかけた。遠心分離後の溶液において、抗体および血清タンパクと結合した金コロイ
ド容器下部に集積された。金コロイドの回収には 10 mL ピペットを用い、底部の沈滓































 96 穴マイクロタイタープレートにカドミウム EDTA‐BSA 複合体を各ウェル 10 μg
ずつ分注し 1 日以上、冷蔵庫内で静置きし、抗体吸着のための固相を作成した。測定で
は、カドミウムと抗カドミウム EDTA 抗体（2 nM）を含む 50 mM トリス緩衝液（0.1% 
BSA、10 μM EDTA を含む）を各ウェルに 200 µL ずつ添加し、1 時間反応させた後に
































に 0.1% BSA を含むリン酸緩衝液を満たし、主流路および副流路のバルブを開放状態と
し、シリンジポンプで吸引することで、副流路側から MES 緩衝液（pH6.5）に懸濁し
た抗体捕捉粒子を検出部に導入した。その際の送液速度は 250 μL/min とし、流れを可







































捉粒子としてカドミウム EDTA を保持した粒子を用い、2 nM の金コロイド標識抗カド
ミウム EDTA 抗体を含む 200 μL トリス緩衝液（50mM、10 μM EDTA、および 0.1%
（w/v）を含む）を反応溶液として、送液速度 20 μL/min で検出部位に通液した。その












の出力信号値の比から算出した。吸光度 A は、 
 
A =  − log10 �
I
I0





















































































部に抗体捕捉粒子を充填、保持し、2 nM の金コロイド標識抗カドミウム EDTA 抗体を
含む 200 μL トリス緩衝液（10 μM EDTA、および 0.1%（w/v）を含む）を反応溶液と
して、送液速度 200 μL/min で検出部位に通液した。その後、0.1% BSA を含むリン酸




定の吸光度を A0、重金属がある場合の測定の吸光度を A とすると、 
 
R (%) =  
A 
A0
 × 100 ・・・ (2) 
 
となる。カドミウム測定のプロットと標準曲線を図 2.9 に示した。プロットから標準曲
線を得るために、ここでは 4 変数ロジスティック関数による近似を行った。 
 
R =  
A1 − A2
1 +  (CMetal/ x0)p




おける吸光度測定の標準偏差値の 3 倍から算出（3σ 法）した検出下限値は、3.4 μg/L
であり、同時に測定を行った ELISA 法による検出下限値である 5.9 μg/L と比較して、






































































































ELISA 酵素標識抗体-発色 5.9 2.5 時間



































IC50 = Kd +  
𝐴𝑏. 𝑐𝑜𝑛𝑐
2






































ム EDTA、クロム EDTA、鉛 DTPA、亜鉛 DTPA、水銀 EDTA といった重金属錯体に
対して高い親和性を有するモノクローナル抗体を確立しており、イムノクロマトグラフ
ィとの組合せと、簡易な前処理法により、コメや野菜に含まれるカドミウムを検出でき































N’-tetraacetic acid (ITCB-EDTA) 
・ Macrocyclics（代理店：薬研社）：1-(4-isothiocyanobenzyl) 
diethylenetriamine-pentaacetic acid (ITCB-DTPA) 
・ 和光純薬工業：塩化金酸（HAuCl4）、塩化カドミウム（CdCl2）、塩化クロム（CrCl3）、
塩化鉛（PbCl2） 
・ ジャクソンイムノリサーチ：抗マウス IgG (H+L)モノクローナル抗体 
・ スクラム（腹水化と精製）：抗カドミウム EDTA および抗水銀 EDTA マウスモノ
クローナル抗体（NX2C3）、抗クロム EDTA モノクローナル抗体（RD3G4）、抗
鉛 DTPA マウスモノクローナル抗体（Yj2H7）30-31  








を用い、終濃度 2 mM となるよう粒子懸濁液に添加した。各抗金属錯体抗体、および










測定溶液の調製では、10 μM のキレート剤（EDTA、あるいは DTPA）を含む 50mM
トリス塩酸緩衝液（pH7.5）を用いた。カドミウム、クロム、水銀を対象とした測定の
際はキレート剤として EDTA、鉛を対象とした測定の際は DTPA を用いた。重金属の
標準物質は、各重金属の塩酸塩を純水で溶解することで調製した。測定溶液の送液は、
抗原抗体反応を行うガラスチューブ（Kimble Chase Life Science and Research 



































重金属がない場合の測定の吸光度を A0、重金属がある場合の測定の吸光度を A とする
と、 
 
R (%) =  
A 
A0







ブランクを繰り返し測定した際の標準偏差の 3 倍を目安とする 3σ法に基づき、検量線
の近似式から算出した。本論文では言及しないが、一般に定量下限は検出下限の 10 倍

















イ（KinExA 3000、 Sapidyne Instruments Inc）を利用し、硝酸中和した 50 mM ト
リス緩衝液（10 µM EDTA あるいは DTPA を含む）を用い、抗体の結合解離定数を評
価した（表 3.1）。その結果、抗カドミウム EDTA 抗体（NX2C3）、抗クロム EDTA
抗体（RD3G4）、抗鉛 DTPA 抗体（Yj2H7）、それぞれの抗体の結合解離定数は 60.0 
nM（6.74 µg/L）、5.8 nM（0.30 µg/L）、および 3.3 nM（0.68 µg/L）であった。また、
抗カドミウム抗体は水銀 EDTA に対しても高い親和性を示し、結合解離定数は 4.5 nM




























カドミウム EDTA 60 6.7 3.0
水銀EDTA 4.5 0.89 0.5
RD3G4 クロムEDTA 5.8 0.30 30









の金コロイド標識抗体、10 µM EDTA および 0.1%（w/v） BSA を含むトリス緩衝液
を、抗体捕捉粒子を保持した検出部に 400 µL/min で 5 分間通液し、補足した抗体由来
の吸光度を測定した。その結果、50～200 pM において抗体濃度と吸光度には相関関係
が確認でき（図 3.1(A)）、本検討の送液速度と送液量の条件下では、200 pM を最適な
抗体濃度と判断した。次に、200 pM の金コロイド標識抗体、10 µM EDTA および 0.1%
（w/v）を含むトリス緩衝液を送液速度 400 µL/min において、送液量 0.5、1.0、1.5、
および 2.0 mL で送液し、各送液条件における吸光度を測定した結果、その結果、0.5





ド標識抗体、10 µM EDTA および 0.1%（w/v）BSA を含むトリス緩衝液 2.0 mL につ
いて、送液速度 200、300、400、500、および 600 μL/min で抗体捕捉粒子を保持した
検出部に通液し、吸光度を測定した。また、同様の抗体濃度において、抗原であるカド
ミウムを 10 µg/L 含む試料を通液した場合の吸光度を測定した。最適な送液速度の指標
として、各送液速度における抗原の有／無における相対吸光度 R を用いた。（図 3.1(C)）
に送液速度と相対吸光度の関係を示した。感度を示す相対吸光度の値は、送液速度の増
加に依存して減少し、高い送液速度において相対吸光度は一定値に近付いた。一方、送






















































































た。その結果、IC50 値は 5.9 µg/L（52.5 nM）であり、カドミウム測定に用いた抗体
の結合解離定数（6.7µg/L、60.0 nM）とほぼ一致し、本測定が結合平衡除外条件とさ
れる理想的な条件下において行われたことが示された。また、測定の検出下限値は 0.80 





























































ロム測定の検討では、抗体濃度として 50、100、200、300 pM、送液量として 0.4、0.8、
1.2、1.6、2.0 mL を検討し、鉛の検討では、抗体濃度として 200、400、600、800 pM、
送液量として 0.4、0.8、1.2、1.6、2.0 mL を検討した。送液速度は、200、300、400、
500、および 600 μL/min について検討し、共存させる抗原濃度はクロムおよび鉛につ
いて、それぞれ 0.2 µg/L、および 1.0 µg/L とした。水銀測定の検討は、カドミウム測
定と同様の抗体を用いることから、測定条件の検討は行わなかった。各金属の測定にお
ける条件検討の結果を図 3.3 に示した。また、検討結果から最適の測定条件と考えられ
































































































コロイド標識抗体と重金属を含むトリス緩衝液（10 µM EDTA あるいは DTPA、およ
び 0.1%（w/v）BSA を含む）を通液し、続いて 1 分間 0.1% BSA を含むリン酸緩衝液
を通液した。各重金属測定の結果得られた標準曲線を図 3.4 に示した。クロム、鉛、お
よび水銀の測定結果から、それぞれの測定の IC50 値は 0.19、0.39 µg/L であり、抗ク
ロム EDTA 抗体と抗鉛 DTPA 抗体の結合解離定数（0.30、および 0.68）と凡そ一致し、
理想的な条件下における測定であることが示唆された。一方、抗水銀EDTA抗体の IC50
値は 52 µg/L であり、結合解離定数 0.89 µg/L と大きく離れた値となったことから、何
らかの妨害成分による測定の失敗と考えられた。また、クロム、鉛の各測定における検
出下限値は 0.03、0.03 µg/L であり、クロムと鉛については環境基準値である 50 µg/L、
10µg/L を大きく下回る高い感度での測定が可能であることが示された。一方、水銀測





















































これまでのトリス緩衝液に含まれていたタンパク成分である BSA を除き、代わりに 1%
ブロッキング試薬を（N101、 NOF Corporation）添加することで非特異吸着を抑制し
た。 
測定溶液には、これまでと同様に硝酸中和した 50 mM トリス緩衝液（10 µm EDTA
を含む）を用い、抗水銀抗体（NX2C3）の希釈にブロッキング試薬（N101）を用いる
ことでブロッキング試薬の最終濃度を 1%とした。金コロイド標識した 2 次抗体は洗浄





























次抗体溶液は抗体濃度 4 nM、送液速度 250 μL/min、送液量 500 μL に固定して行った。
吸光度は、1 次抗体濃度送液前の透過光量強度、および 2 次抗体通液後に 30 秒間リン
酸緩衝液を通液した時点での透過光強度から算出した。各測定条件は以下の範囲で吸光
度との関係を調べた（図 3.6）。その結果、抗体濃度は 100 pM までにおいて吸光度と
の線形性が確認でき、送液量については 1000µL までにおいて吸光度との線形性が確認


































































（A）送液速度200 µL/min、送液量 1000 µLにおける吸光度の抗体濃度依存性、
（B）抗体濃度150 pM、送液速度200 µL/minにおける吸光度の送液量依存性、
（C）抗体濃度150 pM、送液量 1000 µLにおける吸光度、および水銀(3 μg/L)の
共存下における相対吸光度の送液速度依存性。前測定の2次抗体溶液の実験条件








前項の検討結果から、抗体濃度 100 pM、送液量 750 µL、送液速度 200 µL/min を水
銀イムノアッセイの測定条件とした。最適化した測定条件の下で水銀標準溶液を用いて
検量線を作成した（図 3.7）。シグモイド曲線の IC50 値は 1.12 µg/L（5.6 nM）であり、
抗水銀錯体抗体の結合解離定数 0.89 µg/L と比較的一致した。また、検出下限値は 0.12 
































































CR(%) =  
IC50∗
IC50























































抗体 Nx2C3 RD3G4 Yj2H7
基準親和性
（nM）
60.0 4.5 5.8 3.3
Cd 100 24.1 0.024 0.001
Hg 415 100 0.001 0.001
Cr 0.001 0.003 100 <0.001
Pb 0.001 0.002 0.001 100
Al 0.002 0.006 0.001 <0.001
Fe 0.031 0.002 0.046 0.035
Ca <0.002 0.002 <0.001 0.008
Mg 0.005 0.001 0.001 0.003
Zn 0.565 0.04 0.262 0.002
Mn 0.722 7.64 0.002 0.002





























Cd Cr Pb Hg
原子吸光法 原子固有の輝線スペクトル 5 0.5 0.5 0.5 10分
ELISA 酵素標識抗体-発色度 10 0.61 0.82 9.2 2.5時間
マイクロ
イムノアッセイ























境省は環境基準として 0.5 µg/L として定め、環境基準値の 10 倍である 5 µg/L を排水
基準としている。また、国外における飲料水基準としては世界保健機構（WHO）は無


















































































・ ムロマチテクノス：強塩基性イオン交換樹脂 Dowex 1 × 2、100–200、Cl 型 




N′-tetraacetic acid (ITCB-EDTA) 、Ethylenediamine-N、N、N′、N′-tetraacetic acid 
4Na（EDTA-4Na） 
・ 日本分析化学会：河川水標準物質（JSAC 0301-3、JSAC 0302-3） 
・ スクラム（腹水化、抗体精製）：抗水銀 EDTA マウスモノクローナル抗体（NX2C3）
40 









脂 Dowex 1 × 2（100–200、Cl 型）を固相とし、カラム作製の際には、イオン交換樹脂
は 50%（v/v）懸濁液として用いた。完成した固相抽出カラムは、乾燥と操作前の汚染
を避けるために、作製後速やかに使用した。固相抽出カラムに滴下した溶液は、400～























件を用いて行った。第 1 溶液の抗体濃度は 100 pM、送液量は 750 µL、送液速度は 250 
µL/min とし、50 mM トリス硝酸緩衝液（10 µM EDTA、1% N101 を含む、pH7.5）
を用いて調製した。第 2 溶液の金コロイド標識 2 次抗体の抗体濃度は 2 nM、送液量は





































257.610; Mg、279.553; Fe、238.204; Zn、213.857; Pb、220.353; Al、396.152; Cd、
214.439; Cu、324.754; Cr、267.716; Ca、396.847）。各金属の定量は混合標準物質（上
















































A (%) =  
CHg 
100
 × 100 
 
 図 4.2 に示すように、イオン交換樹脂量 75 µL 以上で水銀を全量吸着でき、樹脂量が
少ない（50 µL 以下）場合は塩酸濃度が 10 mM 以上で吸着率が低下した。一般的に、
固相抽出における溶離作業は固相量が少ない方が有利であるとされることから、固相カ





















































50 µL 75 µL 100 µL 500 µL
図4.2 水銀の吸着率における試料塩酸濃度、固相量の影響
固相抽出カラムを構成するイオン交換樹脂量（50 – 500 µL）、試料溶液の塩酸









100 µg/L の水銀を含む試料溶液 5mL を通液した固相抽出カラム（総水銀吸着 500 ng）




R(%) =  
1
500
× ��C′Hg(n) × 5�
k
n=0
 ・・・ (7) 
 
となる。各溶離液量の増加に伴う回収率の挙動を図 4.3 に示した。ここでは、はじめに
40 mM 塩酸水溶液と 40 mM 硝酸水溶液について検討した。その結果、塩酸を溶離液
として用いた場合（○）、溶離液 10 mL を通液しても水銀は全く（＜1%）回収できな
かった。この結果から、塩酸を主な陰イオンとする試料溶液を通液する場合、溶液量の
増加による水銀の流出はないと考えられ、固相抽出カラムによる水銀の濃縮が可能であ
ると考えられた。硝酸を溶離液として用いた場合（●）、溶離液 5 mL の通液により約









ムノアッセイの測定溶液に必要な EDTA を 2 通りの濃度（10 µM、および 100 µM）で
添加した。図 4.4 に各緩衝液による水銀回収の挙動を示した。トリス‐硝酸緩衝液を溶
離液として用いた場合（□、■）、EDTA の濃度に関係なく、溶離液 5 mL の通液によ
り約 80%の水銀を回収でき、10 mL では全量の水銀（94.3‐97.5%）を回収できた。他
方、トリス－塩酸緩衝液を溶離液として用いた場合（△、▲）、溶離液 10 mL の通液
57 





べるために、トリス濃度 5、10、50、100、および 500 mM の緩衝液（10 µM EDTA
を含む）を調製した。この際、中和に用いた硝酸の凡その濃度は、4、8、40、80、400 
mM であった。これまでと同様にして、トリス濃度が水銀の溶離に与える影響を検討す
ると、トリス濃度が 100 mM 以上の場合において溶離液 5 mL による水銀の全量回収
が可能であり、トリス濃度 10 mM 以下では十分な溶離を期待できなかった（図 4.5）。
以上の結果から、トリスおよび硝酸の濃度増加は水銀の溶離において正の効果が期待で





























































































































Cd、Cr、Cu、Fe、Mn、Pb、および Zn）の濃度が 100 µg/L となるよう試料溶液を調
製し、100 µL のイオン交換樹脂を充填した固相抽出からむに通液し、回収液に含まれ
る各金属濃度を ICP 発光分析法により分析した。各試料溶液を通液した際の共存金属
の吸着率 A（％）は、各金属濃度の分析結果を CMetal（µg/L）とすると 
 
A (%) =  
CMetal 
100
 × 100 ・・・ (8) 
 
と表わされる。図 4.6 に各塩酸濃度における共存金属類の吸着率 A を示した。塩酸濃度
10 mM 以下において鉄の吸着率が増大し、塩酸濃度 100 mM 以上においてカドミウム
の吸着率が増大した。また、亜鉛とアルミニウムについても、それぞれ塩酸濃度 1000 
mM 以上と 0.1 mM 以下で吸着率の増加傾向があった。イムノアッセイに用いる
NX2C3 抗体が有する反応性の観点からは、カドミウム、鉄、マグネシウム、亜鉛、マ
ンガン、銅の除去が肝要であるが、カドミウム汚染の希少性から、それ以外の金属の吸





















































































各濃度は 100 µg/L）を含む 100 mM 塩酸溶液を試料として通液した。純水による洗浄
は合計 15 mL まで行い、続いて溶離液として 10 µM EDTA を含む 50 mM トリス塩酸
緩衝液を通液した。各通液操作による回収液は 5 mL 毎に採取し、各共存金属の濃度を
測定した。 
試料溶液の回収液、洗浄液（1‐3 回の各値）、溶離液（1‐2 回の合計）を表 4.1 に
示した。試料溶液の通液により、試料溶液に含まれるカドミウムのうち 26.7%が吸着し
た。一方で、他の共存金属については吸着は抑制でき、96.1‐100.5%がカラムを通過





















































(μg/L) 回収液 洗浄1回目 洗浄2回目 洗浄3回目 溶離液 (％)
試料体積
（mL）
5 5 5 5 10
Mn 100 98.3 4.4 0.4 0.4 0.4 99.6
Mg 100 98.2 10.6 2.7 3.5 1.5 98.5
Fe 100 102.0 7.5 3.2 3.1 1.1 98.9
Zn 100 98.4 5.6 0.7 0.7 4.6 95.4
Pb 100 96.1 6.7 1.8 1.4 1.1 98.3
Al 100 99.0 6.2 2.3 2.1 1.0 99.0
Cd 100 73.3 30.8 0.7 0.6 0.7 99.3
Cu 100 98.5 4.3 0.4 0.3 1.0 99.0
Cr 100 98.4 4.7 0.9 0.9 0.7 99.3







を含み、同時に 10 種の共存金属（Al、Ca、Mg、Cd、Cr、Cu、Fe、Mn、Pb、および 
Zn、各 100 µg/L）を含む 100 mM 塩酸溶液を調製した。5 mL 試料溶液を固相抽出に





型の減少を示した。その際の IC50 値および 3σ法に基づく検出下限値は、4.22 µg/L、






















































































率 r を用いて 
 
CHg =  CHg∗  r⁄  ・・・ (9) 
 






























































水道水 2.0 2.05 ± 0.11 102.4 5.2 2.03 ± 0.02
6.0 6.02 ± 0.14 100.4 2.3 6.00 ± 0.03
10.0 10.42 ± 0.67 104.2 6.4 10.06 ± 0.09
ミネラルウォーター 2.0 1.98 ± 0.09 98.8 4.5 2.02 ± 0.02
6.0 5.96 ± 0.15 99.3 2.5 5.98 ± 0.03
10.0 10.25 ± 0.49 102.5 4.8 10.11 ± 0.06
河川水 2.0 1.99 ± 0.14 99.6 7.0 1.98 ± 0.02
(JSAC0302-3) 6.0 5.96 ± 0.27 99.3 4.5 5.98 ± 0.03




























































































石炭灰 5.0 5.2± 0.3 104.8 5 











































酵素標識抗体-発色度 7.2 2.5 時間













































感度 △ ◎ ◎






























ため、商用としての PCB 生産と、その使用は 1970 年代半ばには、多くの国において
禁止された。最終的には、2004 年に残留性有機汚染物に関するストックホルム条約
（Stockholm convention on persistent organic pollutants）、通称 POPs が批准され、












































・ 日本クレア：BALB/cA 近交系マウス（雌、5 週齡） 
・ 和光純薬工業：スカシガイ由来ヘモシアニン（Keyhole limpet hemocyanin：KLH） 
・ シグマアルドリッチジャパン：ウシ血清アルブミン（Bovine serum albumin：BSA）、
ヒポキサンチン・アミノプテリン・チミジン（hypoxanthine aminopterin 
thymidine：HAT）混合培地、ウシ胎児血清（Fetal Bovine Serum：FBS） 
・ Kirkegaard & Perry Laboratories, Inc（KPL、代理店：フナコシ）：FITC 標識抗
マウス IgG ヤギポリクローナル抗体 
・ ローム・アンド・ハース電子材料：ポジ型フォトレジスト S1818、現像液 MF CD-26 
・ 日本化薬：ネガ型フォトレジスト SU8-3005、現像液 SU8 Developer 
・ 東京化成工業：Dithiobis-N-succinimidyl propionate （DTSP） 
・ GL サイエンス：PCB 製剤（カネクロール 300、400、500、600） 






・ 137 mM 塩化ナトリウム（NaCl） 
・ 3 mM 塩化カリウム（KCl） 
・ 20 mM リン酸 2 水素ナトリウム（Na2HPO4） 















 4 種類の PCB 抗原は、東京電機大学篠崎研究室の協力により合成を行った。各 PCB
抗原（S6、S7、S8、S9）のうち、S6 および S7 はクロロビフェニル誘導体であるため、
ほぼ単一の組成を有する。一方で、S8 および S9 は合成過程においてビフェニルに塩素
基を導入していることから、複数の異性体混合物である。各抗原の主たる化合物の構造
を知るため、H-NMR（東京工業大学）を利用し、各分子の構造の推定を実施した。通
常の化合物の構造推定では、H-NMR および C-NMR を使った複合情報から推定を行う
が、本研究で用いた PCB 誘導体の炭素構造は合成経路より容易に推定できるため、芳





DMSO に、1 mg PCB 抗原の等量混合物（S6、S7、S8、S9；1：1：1：1）を溶解し、
10 mg の KLH を溶かした 9 mL 50 mM ホウ酸緩衝液（pH9.6）に１滴ずつ添加した。
この溶液を冷蔵庫（4℃）で 3 日間静置し、複合体を形成させた。反応溶液は限外濾過
膜を有する濃縮カラム（Amicon Ultra、 メルクミリポア）を用い、全量が 3 mL とな





5 週齢の雌マウス（Balb/cA jc1、 日本クレア株式会社）を購入し、1 週間の順養の
後に実験に供した。抗原-キャリアタンパク複合体は、注射筒内でアジュバント
（TiterMax Gold、CytRx）とよく混合し、約 200 µg 腹腔内に投与した。以後、2 週間
75 
間隔で合計 3 回の投与を行い、3 回目の投与後に血清の抗体価を測定した。測定では、
1000 倍希釈した血清の抗体価を蛍光検出型フロー式イムノアッセイ（KinExA 3200、
Sapidyne Inc.）を用いて評価し、イムノアッセイの固相として疑似抗原分子 S1 を BSA






















試薬（Quick Start Bradford 1x Dye Reagent、 Bio-Rad Laboratories. Inc）とナノド






































































































 マイクロ金電極の概要図を図 5.3 に示した。本研究で用いた櫛形電極であり、櫛幅 2 


















過酸化水素；3:1）で 30 分間洗浄した後、超純水で 2 回以上リンスした。洗浄後のガラ
ス基板を窒素ガスで乾燥させ、フォトレジスト S1818 を滴下し、スピンコート（回転
数 3000 rpm、30 秒）で約 10μm の均一膜を形成した。続いて、基板をホットプレート
上で加熱（65℃-1 分、95℃-5 分、65℃-5 分）し、レジストに含まれる有機溶媒を除去
することで、レジスト膜を基板上に定着させた。基板およびフォトマスク（2.5 インチ
角、クロムマスク）をマスクアライナー（型式 MA-20、ミカサ）の露光部に配置し、
ブローアップを行いながら露光を行った（波長 365 nm、150 カウント）。露光後の基


























清浄な電極基板にネガ型フォトレジスト SU-8 3005 をスピンコート（3000 rpm、30
秒）し、プレベークした（65°C-1 分、95°C-10 分、65°C-3 分）。続いて、マスクアラ
イナー上でレジスト面にクロムマスクを重ね、絶縁膜を形成する部位に露光を行った
























































































































電極上に SAM を形成した電極基板を浸漬することで、DTSP-SAM 上のスクシンイミ
ド基と抗体分子表面のアミノ基を結合させた。抗体濃度は、既報のタンパク質固定化電
極の例から、電極表面を飽和できる濃度として 1 µg/mL を用いた 74、76。電極を抗体を
含む溶液中に 2 時間の静置し抗体を電極上に固定した後、電極基板全体を PBS で洗浄
した（図 5.6 (B)）。続いて、50 mM モノエタノールアミン（MEA）を含むリン酸緩
衝液（PBS）に 15 分間浸漬し、金表面上に残るスクシンイミド基をブロッキングした
（図 5.6 (C)）。完成した抗 PCB 電極基板は、リン酸緩衝液（PBS）で 2 回洗浄し、4℃






































































































 電気化学プローブとして各 5 mM の フェロシアン化カリウム・フェリシアン化カリ
ウム（K3Fe(CN)6・K4Fe(CN)6）を添加したリン酸緩衝液（PBS、pH7.4））に浸漬し
た。電極基板の導通パッドを測定セル上部の導通部に差し込み、測定セルはポテンショ
スタット（ALS-600、BAS）と接続し、作用極に酸化還元電位付近の電位（0.152 V vs。 
AgCl）を印加しながら、微小な電位幅（5 mV）で周波数を変化せることで電極表面の
状態を反映した電気化学インピーダンス（EIS）スペクトルを取得した。ここで、周波
数は 0.1～100000 Hz の範囲で変化させ、高周波数側から各桁毎に 12 周波数について
測定を行った。各周波数における測定は 5 回ずつ行い、平均値を代表値として用いた。 
 取得した EIS スペクトルを定量的に比較するために、電極表面の電気的特性を等価
回路を用いて記述し、電気的なパラメータとして解析的に分離した。ここでは、生体分
子による電極被覆の場合に一般的な 4 要素（溶液抵抗 Rsol、電気二重層容量 Cdl、電荷






Zre =  Rsol +  
Rct  +  σω−1/2
(Cdlσω1/2)2  +  ω2Cdl2(Rct  +  σω−1/2)2
 ・・・ (10) 
 
 
Zim =  
σω−1/2�Cdlσω1/2  + 1�
2  +  ωCdl�Rct  +  σω−1/2�
2
(Cdlσω1/2)2  +  ω2Cdl2(Rct  +  σω−1/2)2

















































Rct   ：電荷移動抵抗


















た PCB 標準物質を 1%含むリン酸緩衝液（PBS、pH7.4、室温）に浸漬した。これによ
り、電極表面上の抗体分子と溶液中の PCB 分子の間での抗原抗体反応が進む。任意の
時間経過後、抗 PCB 電極をリン酸緩衝液（PBS）で 2 回洗浄し、ブロワーで緩衝液を
除去した後に、測定セル内の EIS 測定溶液に浸漬し、EIS 測定を行った。測定手順の




R(%) =  
∆Rct
Rct∗
 × 100 =  
Rct  −  Rct∗
Rct∗



























周波数：10-1 - 105 Hz
電位：0.152 V vs. AgCl
振幅：5 mV












PCB 抗原（S6、S7、S8、S9）の H-NMR スペクトル、および各ピークの積分値、
合成経路から想定される炭素骨格を図 5.9 に示した。各ピークが示す炭素の帰属は、炭
素骨格に付けたアルファベット（a－d）に対応させた。各ピークの積分値は、最もビフ
ェニル環に近い炭素（b、1 個）上に水素を 2.0 として規格化しており、積分値は凡そ
炭素上の水素数と一致する。抗原分子の炭化水素鎖上の水素に対応する炭素（a、3 個）





芳香環上の水素数は、それぞれ 4.23、3.74、4.74、および 2.69 であった。ビフェニル
環の最大水素数は 9 であるから、各抗原の塩素数は、4.58、5.26、4.26、および 6.31
であった。S7 および S9 については、芳香環領域のピーク形状から単一の化合物である
と考えられることから、塩素数と配向性の観点から構造の推定は容易であった。S6 お
よび S9 に関しては、塩素数と配向性から推測される複数の構造が共存することが示さ




































































































































































































































































































高い抗体価（5.01 V、KinExA における蛍光シグナル値）と、高い PCB に対する親和
性（阻害率 6.9 %、100 µg/L PCB）を示した RU6F9 を細胞株として抽出した（表 5.2）。
また、RU6F9 株が産生する抗体は IgG1κ であり、2 回の限外希釈とメチルセルロース
培地上での培養によりシングルクローン化できた。RU6F9 株は実験方法に従い腹水化














RU6F9 抗体の PCB 製剤（カネクロール）に対する結合性の算出では、フロー式イ
ムノアッセイにおける結合除外効果を 33利用し、極めて低い抗体濃度において検量線の
IC50 が結合解離定数（Kd）に漸近することを利用した。異なる抗体濃度（5 pM – 1 nM）
で取得した、PCB 製剤の等量混合物（KCmix）に対する検量線を図 5.11（A）に示し
た。その結果、KCmix に対する Kd値は 0.43 µg/L であることが判った（図 5.11（B））。








RU3A 2.61 2.80 107.3
RU5C 3.79 2.66 70.2
RU2G4 1.63 0.12 7.3













































































優れた抗 PCB モノクローナル抗体である RU6F9 について、単体の PCB 異性体に対
する親和性を評価した。ここでは、全 209 種の異性体から PCB 製剤の主成分 88であり、
環境分析において一般的に測定される 7 種類の PCB（IUPAC number：28、52、101、





CR (%) =  
Kd(each PCB)
Kd(KCmix)
 × 100 ・・・ (13) 
 
各 PCB の抗体との反応性は 0.12－1273 %と大きな範囲の値を示し、特に 6 種類の
PCB で高い親和性を示した（IUPAC number：101、153、170、180、187、および




て対象とする廃棄物に含まれる PCB は、燃焼由来 88と農薬由来を除けば工業的に生産

















































（μg/L） （%） （μg/L） （%）
5 409 0.15 110 120 0.50 
8 489 0.12 118 101 0.60 
18 1.61 37.4 138 0.854 70.5 
20 251 0.24 149 2036 0.03 
28 223 0.27 153 0.286 210 
31 184 0.33 170 0.537 112 
33 106 0.57 174 2.49 24.2 
44 1.00 60.2 180 0.174 346 
52 0.482 125 187 0.0473 1273 
66 86.1 0.70 194 1.04 57.99 
70 51.9 1.16 196 3.27 18.38 
95 1.32 45.6 199 29.9 2.01 













θ (%) = �1 −  
Rct∗
Rct




した電極の Rct値は 2.6 kohm、DTSP による SAM の形成後の Rct値は 49.9 kohm であ
ることから電極の被覆率は 94.8 %であることが明らかとなり、良好に被覆されているこ
とが示された。 
 また、電極表面への抗体の固定を確認するために、抗 PCB 電極と FITC 標識抗マウス
IgG 抗体を反応させ、蛍光顕微鏡による観察を行った。その結果、チオール化合物であ

















Au （未修飾、Rct*） 2.6 
Au / DTSP 49.9 

















































































抗体を固定化した抗 PCB 電極の水溶液中 PCB に対する反応性を確認するために、
電極と DMSO 濃度 1 %となるようにリン酸緩衝液で希釈した PCB 標準物質（KCmix；
0、0.1、10 µg/L）を反応させ、EIS 測定により電極の電荷移動抵抗 Rctの変化 ΔRctを
評価した（図 5.13）。その結果、PCB を含まない溶液との反応後には、Rct値は大きな
変化がなかったのに対し、PCB を含む溶液との反応後には、溶液中の PCB 濃度に応じ
て Rct値が増加することが明らかとなった。また、いずれの PCB 濃度の場合も、約 30
分の抗原抗体反応により、電極表面の変化は飽和することが示された。 


















































 抗 PCB 電極と PCB 標準物質（KCmix、0、0.001、0.01、0.1、1、10、100、1000 µg/L）
を含むリン酸緩衝液（PBS）を順に反応させ、各溶液との反応後に EIS 測定を行った。
得られたインピーダンススペクトルを図 5.14 に示した。電荷移動抵抗 Rctを示すスペク
トルの半円は、PCB 濃度に依存して増大することが示された。PCB を含まない緩衝液
との反応後の Rct値をブランクとし、各 PCB 濃度における Rct値の変化率を求めると、
溶液中の PCB 濃度に対してシグモイド型の応答を示した（図 5.15）。標準曲線は下に






1 + (CPCB/ x0)p




















































状に応じた変数となる。ここで、ブランクを示す A1を 0 とし、最小二乗法による変数
の最適化を行うと、A2、x0、および p は 119.4、0.234、および 0.391 となった。変曲
点を示す x0は、シグモイドにおける 50 %濃度（EC50）であり、抗体のキャラクタラ
イズの際に得られた RU6F9 抗体の結合解離定数 Kd（0.43 µg/L）より小さかった。EIS
イムノアッセイの標準曲線と、フロー式イムノアッセイを検量線が示す測定範囲の点か
ら比較すると、EIS イムノアッセイの方が 2 桁以上広い濃度域に対応可能であることが
示された。また、検出下限はブランクにおける標準偏差から算出し、標準偏差の 3 倍に
相当すると仮定した検出下限値は 0.001 µg/L であった。この検出下限値は U.S.EPA が
定める飲料水基準（0.5 µg/L）を満たし、既報の PCB を対象としたイムノアッセイと





































































動抵抗値の増加を示した。本法の検出下限値は約 0.001 µg/L であり、既存の PCB を対
























公定法 HRGC/HRMS 0.000001 1日
ELISA 酵素標識抗体-発色 1.0 注） 2.5時間















変圧器などの PCB 使用履歴を有する機器類は商用期間が長いものが多く、POPs 条
約の締結後の現在においても、汚染を疑われる機器が世界中で利用されている。日本国












６－１－１ イムノアッセイによる絶縁油中の PCB分析 
 
イムノアッセイを利用した、電気絶縁油中の PCB 分析については、ELISA 法、イム
ノクロマトグラフィ、フロー式イムノアッセイ等を利用した方法が提案されている 83-86、 
89-92。特に、金コロイド標識抗体を素子としたフロー式イムノアッセイでは、絶縁油に
含まれる 0.1 mg/kg までの PCB を検出でき、機器分析に基づく定量分析を補完するス
99 
クリーニング法として実用されている 84, 93。しかしながら、この方法を用いた場合にお






































・ GL サイエンス：PCB 製剤混合物（カネクロール 300、400、500、600） 






・ 137 mM 塩化ナトリウム（NaCl） 
・ 3 mM 塩化カリウム（KCl） 
・ 20 mM リン酸 2 水素ナトリウム（Na2HPO4） 

























図 6.1 に絶縁油分解カラムの概要を示した。10 mL ポリプロピレン製カラムの底部に、




































図 6.2 に前処理工程の流れの概要を示した。絶縁油試料 295 µL をカラムの積層上面
に添着し、発煙硫酸含浸ゲルと 3 分間接触させることで、絶縁油中の直鎖炭化水素、
PCB 以外の芳香族化合物を分解した。次に、ヘキサン 150 µL をカラムに加えて 1 分静
置し、絶縁油が十分に発煙硫酸含浸ゲルと反応するようにした。続いて、カラムの下部
に 300 µL DMSO を入れた 50 mL ナシ型フラスコを配置し、速やかにカラムに 10 mL
ヘキサンを添加することで、カラム中の分解試料を溶出した。ナシ型フラスコ内のヘキ
サンは、減圧したロータリーエバポレーターと 40℃のバスを用いて除去した。フラス
コ内に残った DMSO と絶縁油分解物は 1.5 mL チューブに移し、遠心分離で 2 層に分


























































































PCB を含まない電気絶縁油（バーレルトランス M）を希釈溶媒として、PCB 製剤
（KCmix）を希釈し、各濃度の標準試料（0.14、0。33、0.54、1.1、および 1.9 mg/kg-oil、
GPC-ECD により PCB 濃度を規定）を調製した。各標準試料は、絶縁油分解カラムで処
理した後、ヘキサン蒸発と DMSO 分配操作を行い、PCB が分配された DMSO 層をイム
ノアッセイに用いる測定試料とした。測定試料は、最終の DMSO 濃度が 1 %となるよ
うリン酸緩衝液（PBS）で 100 倍希釈し、EIS イムノアッセイに供した。 
各元油 PCB 濃度毎の、EIS 測定において得られた電化移動抵抗値 Rct（kohms）、変




R(%) =  60.33 × log10�CPCB(mg/kg − oil)�  + 81.31、 (R2 = 0.99)  ・・・ (16) 
 
であった。上記の線形を示す検量線とブランク標準偏差から算出した検出下限値は
0.052 mg/kg-oil であり、日本国内における汚染判定基準である 0.5 mg/kg-oil、および U.S. 
EPA が定める規制値である 50 mg/kg-oil を満足できた。 
以上の結果から、約 30 分の前処理と、50 分の EIS イムノアッセイにより、電気絶縁


















































blank (Rct*) 107.3 - -
0.07 119.0 11.7 10.9 
0.14 142.1 34.8 32.4 
0.33 158.0 50.7 47.3 
0.54 181.0 73.7 68.7 
1.1 197.5 90.2 84.0 


















































変化している 100。このような分析試料中の PCB 組成の不確定性と、電気絶縁油のマト
リクス変化が分析に与える影響を検証する必要がある。そこで、実際の変圧器から採取





アッセイによる簡易な定量分析の結果を図 6.4 に示した。その結果、EIS イムノアッセ
イを用いた方法は、日本国内における電気絶縁油中に含まれる PCB の基準値である、
0.5 mg/kg-oil 付近の試料を対象とした PCB 定量分析において、公定法と高い相関性を示
すことが示された。両手法により得られたプロットの相関係数は R2 = 0.95 であり、傾





実試料（33 種）の分析結果を表 2 に示した。全ての測定において、公定法による分
析との偏差は 30 %以内であった。PCB 分析の基準化が進んでいる欧州では、食品に含
まれる PCB の分析手法における定量分析とスクリーニング分析の測定規格（European 
commission regulation for PCB analysis in foodstuffs）として、真値（精密分析による定量
値）からの誤差が、定量分析法では 15 %以内、スクリーニング分析法では 30 %以内で












































































本章では、第 5 章で構築した PCB を対象とした EIS イムノアッセイを応用し、簡易
な前処理を組み合わせることで、電気絶縁油中 PCB 分析法を構築した。その結果、既
報の発煙硫酸カラムに基づく簡易な前処理と、抗体固定化電極を用いた EIS イムノア
ッセイにより、模擬 PCB 含有絶縁油に含まれる PCB を 90 分以内に測定することがで

































































































































いて試料を分析した。その結果、本法の検出下限値は 0.83 µg/L となり、国内環境基準




















曲線から算出した検出下限値は 1 ng/L であり、従来の PCB 製剤を対象としたイムノア
ッセイと比較して約 100 倍高い感度を確認した。 
 
第 6 章 
 変圧器やトランス等の重電機器に使用され、今なお廃棄時の PCB 測定が義務づけら
れている電気絶縁油を対象として、PCB 含有量を迅速に定量しうる方法が求められて
いる。そこで、水溶液中の PCB 製剤を高い感度で測定可能な非競合 EIS イムノアッセ
イを利用し、絶縁油中の微量 PCB の分析を試みた。電気絶縁油には多くの測定妨害成
分が含まれ、抗体分子を変性させる恐れがあるため、発煙硫酸含浸シリカゲルを用いた
分解カラムおよび分配操作による PCB 成分の抽出法を用いた。模擬 PCB 汚染絶縁油
を作製し、ジメチルスルホキシド中に抽出した PCB はリン酸緩衝液を用いて希釈し、
続く EIS イムノアッセイに供した。その結果、前処理前の油中 PCB 濃度と EIS 測定で
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